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抗酸菌検査施設に対する結核菌薬剤感受性試験

外部精度評価

御手洗 聡

※日本結核病学会抗酸菌検査法検討委員会

要旨:〔 目的〕日本結核病学会抗酸菌検査法検討委員会は検査センターおよび病院検査室を対象 とし

て薬剤感受性試験外部精度評価を施行 した。〔方法〕薬剤感受性試験を実施 している23の 検査センタ

ーお よび25の 病院検査室に耐性既知の結核菌20株 を送付 し,各 施設で感受性試験を実施 し,結 果を

標準判定と比較した。〔結果〕参加施設の検査精度は,INH・RFPで 感度 ・特異度が平均95%を 超えて

お り,す べての薬剤で一致率平均が90%を 超えていた。 しか し,検 査センターではINHの 感度 ・特

異度 ・一致率 ・再現性のすべてが100%で あったのに対 し,病 院検査室では感度90%以 下の施設が2

施設(8%)認 め られた。同様にRFPに 関 しては感度が90%を 下回る施設が検査センターで1施 設

(4.3%),病 院検査室で3施 設(12%)認 められた。2003年 度に精度改善のため現地での調査 ・検討を

行った2施 設では,い ずれも今回精度の改善を認めた。〔考察〕病院検査室間の結果のば らつ きは検

査セ ンターに比べて大 きく,同 じ範囲内であっても病院検査室の検査精度は検査センターに比べて低

い傾向にあった。 また,外 部精度評価に基づ く検査法の改善は精度の向上に有効であった。
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は じ め に

世界では毎年900万 入の結核患者が発生し,約200万

人が死亡 している｡世 界的な服薬確認(DOTS)戦 略の

拡大により,新 規患者の発見率および治療成功率は上昇

しており,結 核の問題は改善しているように思われる｡

結核治療の基本は定型化 された多剤併用療法であり,ほ

とんどの新規患者に対 して有効であるが,脱 落あるいは

再発例では抗結核薬に対する耐性 を示す株が少な くな

い｡特 に多剤耐性結核はきわめて治療困難であり,徐 々

に患者が集積することによって問題は拡大の傾向にあ

る｡世 界保健機関(WorldHealthOrganization:WHO)で

はこれに対処するためDOTS-plusと 呼ばれる二次抗結核

薬での耐性結核治療プログラムを推進しているり｡

多剤耐性を含む薬剤耐性菌を確定するためには感受性

試験が必須である｡結 核菌の薬剤感受性試験は,通 常あ

る一定の濃度の薬剤に対する結核菌の耐性率をみる(比

率 法)も の で あ る が,結 核 菌 の特 性 や培 地 の性 質 に よ っ

て必 ず し も安 定 した結 果 が 得 られ る とは 限 らな い｡従 っ

て,内 部 精 度 管 理 お よび 外 部 精 度 評 価(ExternalQuality

Assessment:EQA)を 実 施 して 検 査 の精 度 を確 保 す る 必

要 が あ る｡WHOと 国 際結 核 肺 疾 患 予 防 連 合(lnternational

UnionagainstTuberculosisandLungDiseases:IUATLD)は

1994年 か ら世 界 の 薬 剤 耐 性 結 核 サ ー ベ イ ラ ンス を実 施

して い るが,こ れ に先 立 っ て 世 界 中 の抗 酸 菌 検 査 施 設 か

ら20数 カ所 をSupra-NationalReferenceLaboratory(SRL)

と し て指 定 し,WHOAUATLDの セ ン ター か ら菌 株 を 配

付 し,各 施 設 の薬 剤 感 受 性 試験 の結 果 を比 較 して 精 度 を

評 価 して い る2)3)｡日 本 で は著 者 ら の所 属 す る 結 核 予 防

会結 核 研 究 所 がSRLの 認 定 を受 け て い る｡

日本 結核 病 学 会 抗 酸 菌 検 査 法 検 討 委 員 会 で は,WHO/

IUATLDの 方 法 に 準 じて2003年 に検 査 セ ン タ ー を対 象

と した薬 剤 感 受 性 試 験 の 外 部 精 度評 価 を実 施 した｡こ の

外 部精 度評 価 は検 査 セ ン ター 間 の 結果 に ば らつ きが あ る
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ことを示 し,精 度の低い施設の検出に有効であった｡今

回の研究では,対 象を検査センターのみならず一般の病

院検査室にも拡大 し,そ の検査精度を評価することを目

的 とした｡ま た,2003年 に外部精度評価 を実施 した施

設の精度維持 と検査能力の改善について,外 部精度評価

が有効であったかを評価することも目的として研究を実

施した｡

対象と方法

(1)参 加施設

2003年 度に厚生労働科学研究補助金,薪 興 ・再興感

染症研究事業森班にて実施 した全国抗酸菌検査施設への

アンケー ト調査をもとに4),病 院検査室および検査セン

ターについて,薬 剤感受性試験の年聞実施件数の上位各

30施 設 を選定 し,そ れぞれに抗酸菌検査法検討委員会

委員長および結核病学会理事長の連名で本調査への参加

を依頼し,こ れを諾 とした施設に対 して被験菌株 を送付

した｡最 終的に検査セ ンター-26tw設,病 院検査室26施

設,保 健所検査室1施 設か ら参加への同意を取得 した｡

(2)被 験結核菌株

被験結核 菌株 を2%小 川培地上(8mlポ リスチ レン

チューブ)に 発育 した状態で送付 した｡今 回送付 した菌

株はSRLNetwork(SRLN)で1994年 か ら2002年 までに

実施 された薬蘭感受性試験精度管理プログラムに使用

された約200の 結核菌株から,SRLN内 部での判定一致

率の高い株(基 本的に80%以 上)を 選び,各 薬剤に対す

る被験菌群の耐性率が50%程 度 となるように組み合わ

せた｡こ うして選定した10株 を再現性の評価のためそ

れぞれ2株 ずつに複製 した計20株 ・を被験菌株 とした｡

最終的にisoniazid(INH),dfampicin(RFP),streptomycin

(SM)お よびethambutol(EB)の セッ ト内の耐性率はそ

れぞれ60%,60%,60%,40%と なった｡参 加各施設に

配付 した検体には,一 検体ずつ異なる番号を割 り振 り,

すべての結果はこの番号によって分類 した｡菌 株の中に

は多剤耐性を含む薬剤耐性株が含 まれているため,研 究

参加を依頼した時点で薬剤感受性試験実施時の安全キャ

ビネットの使用を確認し,取 り扱いについては十分なる

注意を喚起 した｡

(3)試 験薬剤

試験は,SRLNの 方式に従い,安 定した結果が期待で

きるINH,RFP,SMお よびEBの 一次抗結核薬4剤 とし

た｡

(4)薬 剤感受性試験方法

基本的に各施設で日常実施している方法で感受性試験

を実施 した｡菌 株と同時に調査用紙を配付 し,接 種菌液

の調製法についても調査した｡そ れぞれの菌株の薬剤感

受性試験の結果は,結 核菌検査指針に基づ き,比 率法の
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場合 は1%をcriticalproportionと して 「耐性」あるいは

「感受性」のいずれかとして判定 した｡BACTECMGIT

960(日 本ベク トンデ ィッキンソン)や 最小発育阻止濃

度(MinimumInhibitoryConcentration:MIC)を 感受性試

験 として利用 している場合は,そ れぞれの方法に従って

耐性か感受性かを料定することとした｡報 告用紙に記入

す る際は,感 受性 にはS,耐 性にはRを 用いて表記 し

た｡

(5)結 果の解析

SRLNで の精度管理の方法に従 って,SRLNの 大多数

の施設(70%以 上)で 一致した結果をもってその菌の示

す耐性 ・感受性の標準判定とした5)｡今 回使用 した菌株

はすべてSRLNで80%以 上の一致率 を示 した株である｡

各施設か ら送付された結果については 「感度」「特異度」

「一致率」「再現性」および判断の一致度を図るためkappa

coefficient(κ指数)を 計算し評価 した｡感 度とは,SRLN

で耐性 と判定 した株 を正 しく耐性 と判定する割合であ

り,特 異度とは同様にSRLNで 感受性とした株を正 しく

感受性と判定する割合である｡一 致率はSRLNと の判定

の一致(耐 性および感受性)の 割合であ り,再 現性は各

同一菌株ペアにおける判定結果の一致率を示す｡ま た,

解析結果についてはそれぞれの施設に通知するが,通 知

先の施設以外の施設名は匿名化 し,個 々の施設が特定さ

れないよう配慮 した｡

結 果

薬剤感受性試験EQAに 参加 した53施 設のうち,最 終

的に検査センター24施 設,病 院検査室24施 設,保 健所

検査室1施 設(以 降,便 宜上病院検査室に分類)か ら結

果の報告を受けた｡な お,1つ の施設にて送付 した菌株

のうち1株 が発育しなかったため,そ の施設については

19株 の結果をもって解析を行った｡

結果を受領 した49施 設では,23施 設が ビットスペク

トルーSR,16施 設がウエルパックS,5施 設がMGIT,3

施設が1%小 川培地(普 通法),2施 設がBrothMICMTB-1

(極東製薬)を 感受性試験に使用 していた｡な お,3施 設

については複数の方法(ウ エルパ ックS+MGIT,MGIT

十BrothMICMTB-1お よび ウエル パ ックS十BrothMIC

MTBの による報告があったが,全 施設を対象 とした感

度 ・特異度等の解析にはその施設で日常多 く実施 してい

る方法による結果を使用 した｡ま た,1つ の検査センタ

ー一にて5株 しか試験を行わなかったとの報告があり
,こ

れは今回の感受性結果解析か ら除外 したため,全 体で

48施 設での結果解析となった｡

(1)検 査法および菌液調製法

今回Paneltestingを 実施 した施設では,47施 設で比率

法が採用されてお り,2施 設のみMICに よる感受性試験
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を採用 していた｡接 種菌液の調製法についてみると,32

施設が固体培地に発育 したコロニーか ら菌 液を調製

し,一 度液体培地で増菌してからそれぞれの感受性試験

培地に接種 していた｡13施 設は固体培地上のコロニー

をガラスビーズ等で分散させ,懸 濁液か ら感受性試験培

地への接種を行っていた｡残 る4施 設は液体培地にて分

離を行い,こ れを感受性試験培地に接種 していた｡接 種

時の濁度調製法をみると,目 視にてMcFarlandO5～1.0

に調製する場合が24施 設,比 濁計を用いてODO.1～0.2

に調製する場合が16施 設,そ れ ら両方を実施 している

のが4施 設あ り,培 地から採取 した菌量をある一定量と

仮定 して,濁 度そのものは確認 しない施設が5施 設みら

れた｡

菌液を目視調製する施設 と比濁計を用いている施設の

間にSMの 感度について有意差が認められた｡圏 視調製

施設の感度平均は9L3%で あり,比 濁計使用施設群での

感度平均81,7%に 対 して有意に高かった｡

(2)各 薬剤に対する感受性試験の成績

薬剤別の感受性試験結果では(Table1),INHの 感度

の平均が100%,特 異度の平均が99.Oq｡(62.5～100),一

致率の平均が99.6%(85.0～100),再 現性の平均が99.6%

(90～100)で あ っ た｡一 致 性 を κ指 数 で み る と0.991で

あ り,ほ ぼ 完 全 な 一致 を示 して い た｡

RFPの 感 度 の 平 均 は97.7%(83｡3～100),特 異 度 の 平

均 は100%,一 致 率 の 平 均 は98.6%(90～100),再 現 性

の平 均 は99.0%(90～100)で あ っ た｡κ 指 数 は0.972で

あ った｡

SMで は 感 度 の 平均 が875%(66.7～100),特 異 度 の 平

均 が99.0%(875～100),一 致 率 の 平 均 が92.1%(80～

100),再 現性 の 平 均 が97.5%(70～100)で あ っ た｡κ 指

数 は0.84で あ り,今 回の 試 験 薬剤 で は最 も低 い 値 で あ っ

た｡

EBで は感 度 の平 均 が995%(75.0～100),特 異 度 の平

均 が97.9%(75.0～100),一 致 率 の 平 均 が985%(85.0～

100),再 現 性 の 平 均 が97｡9%(70～100),κ 指 数0.97で

あ っ た｡

(3)菌 株 ご との 判 定 一致 率

個 々の 菌 株 につ い て,SRLNで の 判 定 結 果 と,今 回参

加 施 設 と の判 定 の 差 違 を耐 性 判 定 の 数 で 示 した(Table

2)｡今 回 のPaneltestingで はrX-5655株 につ い て参 加 施

設 でRFPお よ びSM感 受 性 と 判 定 さ れ る 場 合 が 多 く,

RFPに 関 す る 一i致率(罵SRLNと 一 致 した 結 果 を示 した

Tab藍elDrug-specificindicatorsofperformancebylaboratoriesaccordingIothe魚ethod(kit)usedforDST

Percentageofeachindicator(range)

Indicator Bitspectre-SR

n==23

WelpackS

n=15

MGIT

nニ5

1%Ogawa

n=3

BrothMICMTB-I

n・2

All

n=・48

INH

Sensitivity

Speci最c呈ty

Eff…c至ency

Reproducibility

kappa*

RFP

Sensitivi{y

Specificity

Ef五ciency

Reproducibility

kappa

SM

Sensitivity

Specificity

Ef丘ciency

Reproducibi1ity

1(appa

EB

Sensitivity

Speci五c董ty

Efficiency

Reproducibility

kappa

100100

99.5(87.5-100)100

99.8(95.()-100)100

99.6(90-100)100

0.9951

96.4(83.3-100)99!‡(91.7-IOO)

100100

97.8(90,0-100)99.7(95.0-100)

98｡3(90-100)99.3(90-100)

0.9550.993

84!手(66.7-100)95.6(75.0-100)

98.9(875-100)100

90.2(80.0-100)97.3(85.0-100>

97.0(70-100)98.7(90-100)

0.8030.945

100

97.1(75.{)-100)

983(85.0-100)

97.4(70｡0一 ユ00)

0.964

100

100

100

100

1

100

92.5(625-100)

97.0(85ρ 一100)

98.0(90-100)

0.936

96.7(83.3-100)

100

98.0(90つ 一韮00)

100

0.958

86.7(667-100)

95,0(875一 王00)

89.9(8α0つ5D)

96.0(90-100)

α795

95.0(75.0-!00)

98.3(91.7-100)

97.0(90,0・-100)

94.0(80,0-100)

0.936

(U

《U

(U

AU

AU

AU

(U

《U

I

1

1

1

O

AU

0

ハ)

ハU

《U

AU

AU

1

1

1

1

1

1

833(66,7-100)

100

90.0(80,0-100)

100

0,8

ハ
V

A
V

(u

AU

ハU

(U

(U

A
U

1

1

1

1

1

(U

AU

ハU

AU

ハり

《U

O

AU

l

l

1

1

ハU

(
V

(
V

(
V

AU

∩
V

AU

(U

l

l

l

l

1

1

100

99.0(625-100)

99.6(85.0-100)

99,6(90-100)

0.991

97.7(83.3-100)

100

98.6(9α0-100)

99.0(90-100)

0.972

7α8(66.7-75D)875(66.7-100)

10099.0(875-100)

825(80｡0-855)92.1(80.()-100)

95.0(90.0・-100)97.5(70-100)

0｡660.84

100

87.5(75.0-・100)

925(85.0-100)

95、0(90.0-100)

0.848

99,5(75.()-100)

97.9(75.0-100)

98.5(85.0-100)

97.9(70-100)

0.97

*kappa:kappacoefficient

INH:isoniazidRFP:rifampicinSM:streptomycinEB:ethambutol
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Tab獲e2Numberoflaboratories(Total・48)whichproducedresistantresulttoeachstrainassigned

Strain ID
INH RFP SM EB

JUD Labs. JUD Labs. JUD Labs. JUD Labs.

X-8249

X-7691

X-128

IX-5655

VIII--475

VIH-2890

VII-1029

V-59

V-38

IV-52

a

lD

璽
墓

望
1

S(100)*
-
鳥

う
ん

482aR(100)

482b

a

¶D

つ
」

つ
」

a

¶0

4

4

S(100)
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Tab}e3Performanceindicatorsforeachdrugtestedbylaboratorycategories

Laboratory Drug Sensitivity(%) Spec至 負city(%) Efficiency(%)Reproducibility(%)kappa†

Hospital

(n・25)

Private

(n=23)

㎜
罵

EB

㎜
蹴

朋

100.0

97.0(83.3-100)

88.3(66.7-100)

99.0(75-100)

100.0

98.6(83.3-100)
86.6(66.7-100)

100.0

98.0(62.5-100)*
100.0

98.0(875--100)
96.3(75-100)

100.0

100.0
100.0

99.6(91.7-100)

99.2(85-100)

98.2(90-100)

92.2(80-100)

97♂4(85-100)

100.0

99.1(90-100)

92.0(80-100)

99、8(95-100)

99.2(90-100)

98.8(90-・100)

96.4(70-100)

964(70-100)

100｡0

99.1(90-100)

98.7(90-100)

99.6(90-100)

0.983

0.963

α841

0.946

1.000

0.982

0.838

0.995
*Rangeinparenthesis

†kapPa:kapPacoefficient

施 設 の 割 合)は85.4%,SMに つ いて は77.1%と な っ た｡

SMの 判定 につ い て はX.8249株 につ い て も約 半 数 の施 設

で 感 受性 と判 断 され て お り,一 致 率 は45.8%で あ っ た｡

またV-59株 に つ い てEB耐 性 と した 施 設 が4施 設 認 め

られ た｡そ の 他 の被 験 菌 に つ い て はす べ て95%以 上(46

施 設 以 上)の 一 致 率 を示 して い た｡

(4)試 験 法 ・施 設 男IJ半lj定

そ れぞ れ の 試 験 法 で の 感 度,特 異 度,一 致 率,再 現 性,

κ指 数 はTable1の ご と くで あ っ た｡多 くの施 設 で 使 用

され て い る ウ エ ル パ ッ クSと ビ ッ トスペ ク トルーSRに つ

いて比較すると,ビ ットスペク トルーSRについてすべて

の薬剤で感度,特 異度,一 致率,再 現性,κ 指数とも低

い傾向が認められた｡全 体に成績の低いSMに ついてみ

ると,ウ エルパックSの κ指数のみ0 .9を超えていた｡

施設別(病 院検査室お よび検査セ ンター)の 結果 は

Table3の ごとくであった｡Fig .には施設別のばらつ き

と,各 評価指標で90%以 下を示す施設の割合を示 した｡

検査セ ンターではINHに ついて全施設で感度 ・特異度 ・

一致率 ・再現性のすべてについて100%で あったのに対

し,一 般検査室では感度90%以 下の施設が2施 設(8%)
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Sensitivity

Specificity

Efficiency

Reproducibility

Sensitivity
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Reproducibil圭ty

Isoniazid
Value

<90%(%)

0.0

0.0
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Table4Performanceindicatorsforeachdrugtestedbythenumberofsamplestreatedyearly

Laboratory Drug SeRsitivity(%) Specificity(%) Efficiency(%)Repro(lucibility(%)1(appa†

>300/year

≦300/year

解

器

㎜
㎜
留

100

99.0(83.3-100)

89.5(66.7-100)

99.0(75.0-100)

100

96.5(83.3-100)

85,4(66｡7-100)

100

98.4(625-100)*

100

99｡0(87.5-100)

98｡6(75-100)

995(87.5--100)

100

99｡0(875-IOO)

97.2(75.0・ 一一100)

99.4(85.0-100)

99.4(90.0-100)

93.3(80,0-100)

98｡7(85.0-100)

99｡8(95.0-100)

97.9(90.0-100)

90.8(80.O-100)

98.3(85.0-100)

99.6(90-100)

99,6(90-100)

98.3(90-100)

97.5(70-100)

99.6(90-100)

98.3(90-100)

96.7(70-100)

98,3(90-100)

0.987

0.987

0.864

0.974

0.996

0.957

0.815

0.966

*Rangeinparenthesis

†kappa=kappacoefficient

認められた｡同 様にRFPで は感度が90%を 下回る施設

が検査セ ンター一で1施 設(4.3%),一 般検査室で3施 設

(12%)認 められている｡施 設種別での差異はEBで 最も

大 きく,検 査センターでは感度 ・特異度ともに90%を

下回る施設はなかったが,一 般検査室では感度90%以

下の施設が1施 設(4%),特 異度90%以 下の施設が3施

設(12%)あ り,特 に再現性は6施 設(24%)が90%以 下

であった｡SMに 関しては検査センター,一 般検査室 と

もに感度90%以 下の施設が50%以 上 に認められたが,

これは今回使用した耐性菌株のうち2株(X-8249お よび

IX.5655)を 感受性 と判定 した施設が多かったことによ

る｡総 合的にみると,一 般病院検査室問の検査結果のば

らつ きは検査センターに比べて大きく,さ らにばらつき

の範囲が同じであっても,一 般検査室の検査精度は検査

センターに比べて低い傾向にあった｡

(5)検 査数別判定

2003年 度に実施 したアンケー トの結果をもとに,年

間の感受性試験実施件数によって施設を分類 した｡年 間

検査実施数300件 を境 として参加施設を2群 に分けた

が,感 度 ・特異度 ・一致率 ・再現性 ・κ指数の各指標に

差はなかった(Table4)｡ま た年間100検 体以下の施設に

ついても,年 間300件 以上の検査を実施している施設の
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TablesQualityimprovementoflaboratoryperformancebyon-siteevaluation

Isoniazid(%)

2003 2004

Rifampicin(%)

20032004

Streptomycin(%)

20032004

Et}蓋ambuto1(%)

20032004

LaboratoryA

Sensitivity

Specificity

Efficiency

Reproducibility

LaboratoryB

Sensitivity

Specificity

Efficiency

Reproducibility

28、6100.075.0

100.0100.066.7

50.0100.070.0

100.0100.0100.0

100.0100.0625

100、0100.0100.0

100.0100.085.0

100.0100.090.0

100.0

100.0

100、0

100.0

66791.7333100.0

64.3100.071.4100.0

65.095.060.0100.0

90.090.0100.0100.0

100.050.0

100.0100.0

100.085.0

100.090、0

100,0100.0100.0

100.085、7100.0

100.090｡0100.0

100.0100.0100.0

感度 ・特異度 ・一致率 ・再現性 ・κ指数と比較検討 した

が,検 査精度に有意な差はなかった｡

(6)精 度改善

2003年 度の外部精度評価で検査精度が不十分 と思わ

れた2施 設について,現 地において検査手順の検討と考

えられる原因に関する改善活動を行った｡今 回の結果は

Table5の ように両施設にて改善を示した｡

考 察

WHO/【UATLDStopTBLaboratorySubgroupで は 基 本

的 にINHお よびRFPに 対 して 感 度,特 異 度,再 現 性 を

95%以 上 に保 つ こ とを 基本 と し,主 要4剤 につ い て 一 致

率90%以 上 を 目標 と して い る｡今 回 の参 加 全 施 設 の 平

均 か ら見 た 結 果 で は,INH,RFPお よ びEBで この 基 準

を満 た した もの の,SMで 感 度 が 基準 を下 回 っ た｡

SMに お け る感 度 は平 均875%で あ り,一 致率 は92.1%

で あ っ た が,こ れ は パ ネ ル 内 の2種 の株X-8249お よび

IX.5655で の 判 定 一・・…A致率 が 低 か っ た こ と に よ る｡X-8249

株 に つ い て はSRLNで の 判 定 一 致 率 が905%(21施 設 中

19施 設 で 耐 性 と判 定)で あ り,今 回 用 い た 菌株 の 中 で は

や や 一 致 率 の低 い株 で あ っ た｡ま たIX-5655株 につ い て

も同 様 で,SRLNで の一 致 率 は90%(20施 設 中18施 設 で

耐性 と判 定)で あ った｡被 験 菌 セ ッ ト内 で は 同一 の2株

を1組 と して セ ッ トを構 成 して い るが,今 回 の参 加 施 設

で は,23施 設 がX-8249株 の 両 方 を 感 受 性 と判 定 し,2

施 設 の み どち らか 一 方 を耐 性 と判 定 して い た｡IX-5655

株 につ い て も 同様 で,感 受 性 と判 定 した10施 設 す べ て

で再 現 性 が あ った｡

方 法 ご と にSMの 判 定 不 一 致 の 内 容 を検 討 す る と,

ビ ッ トス ペ ク トルーSRで78.3%(23施 設 申18施 設),ウ

エ ル パ ックSで26.7%(15施 設 中4施 設),1%小 川培 地

で66.7%(3施 設 中2施 設),MGITで20%(5施 設 中1

施 設)で 感 受 性 と判 定 され て い た｡2003年 度 には 試験 法

に よ る差 は認 め な か っ た が,今 回 ビ ッ トスペ ク トルーSR

について,ウ エルパ ックSお よびMGITに 対 して齪酷が

多 く認められた｡ま たSMの 感度については菌液調製法

によっても差異が認められているが,目 視調製施設群が

比濁計使用施設群の精度を上回っており,予 想外の結果

であった｡こ の点についても,原 因の一つ として比濁計

による菌液調製を実施した施設群でビットスペクトルーSR

が多 く使用されていた(比 濁計使 用群で80.0%使 用に対

して,目 視調製群で26.1%)こ とが考えられる｡

しかしながら,標 準法である1%小 川培地でも66.7%

の施設がSM感 受性 と判定 していたことを考慮すると,

方法(製 品)の みの問題ではないと考えられる｡SMの

基準濃度については,L6wenstein-Jensen培 地における基

準濃度である4μg/mlが1%小111培 地では10μg/mlに 相

当することから,新 検査指針での基準濃度の設定が行わ

れている6)｡SMに おける耐性の過小評価(低 感度)は,

2002年 に日本結核病学会抗酸菌検査法検討委員の所属

する施設で実施された市販薬剤感受性試験培地の精度評

価や,2003年 度に実施 した検査センターに対する外部

精度評価で も認め られている傾向である7)8)｡2002年 の

日本結核病学会抗酸菌検査法検討委員会報告では,こ の

原因の多 くが検査実施者の手技の巧拙にあると考察して

いるが,今 回料定の不一致があったいずれの株において

も再現 性が高いことから,ま たSMに おいて感受性株を

耐性 と判定している場合が少ない(高 特異度:全 感受性

株376株 中耐性判定4株 のみ)こ とか ら,技 術的な問題

だけではなく,標 準濃度の設定あるいは使用している方

法(製 品)の 問題ではないかと考えられた9)置o)｡

IX-5655株 についてはRFPで も9施 設で耐性菌を感受

性 と判定 していたが,こ れはSRLNで は100%の 施設聞

一致を認めた菌株であった
｡不 一一・ikのあった9施 設のう

ち6施 設は1組 のうちどちらかを耐性 と判定 してお り,

これは手技的 ・技術的な問題と考えられた｡

2003年 度のPaneltestingで 特異度に問題があったEB

については今回判定の不一致はほとんど認められなかっ
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た｡こ れは今回の菌株 を選択するにあたって2003年 度

よりもSRLN施 設問一致率の高い株を選定した結果と考

えられる｡し か しながら,今 回48施 設で試験 された感

受性株576株 について,偽 耐性と判定された例は12(2.1

%)あ り,全 耐性株383株 中偽感受性 と判定された例が2

(0.5%)で あったことに比べて,感 受性株を耐性 と判定

する場合が多かったことが示されている｡こ れは2002

年度,2003年 度の外部精度評価でもみられた傾向であ

り,「過大評価」と考えられる7)8)｡もともとEBは 静菌的

な薬剤であることから感受性試験結果の安定性に問題が

いわれているが,こ の試験結果については,SM同 様基

礎培地の違いと設定薬剤濃度(L-Jで は2.OPtg/ml,1%小

川では25μ9/ml)が 関連していることが考えられた｡

施設分類別(病 院検査室群および検査セ ンター群)の

結果では,指 標平均値 には両者聞に差は認められなかっ

たが,病 院検査室間に精度のばらつ きが大きく,ば らつ

きの範囲内の精度の低いほうに偏った分布を示 してい

た｡こ の原因は明確でなく,実 施件数別にみた精度から

は特に件数が少ないことによる精度の低下はみられてお

らず,検 査経験に原因を求めることはできなかった｡一

般的に病院検査室の日常業 務中に20株 もの結核菌の薬

剤感受性試験を実施することは困難であ り,今 回の試験

も時間的な制約の中で実施 されたものと考えられる｡

Paneltestingは日常の検査状況ではなく,そ の技術者の

最大能力を評価すると言われているが,今 回病院検査室

については最大能力よりも日常程度の能力が反映されて

いる可能性がある｡病 院検査室 と検査セ ンターで日常の

業務に量的 ・質的な差があるかどうかは不明であるが,

今後のPaneltestingに おいては,テ ス トにかけている時

間 ・コス トおよび労力についても同時に調査 して検討評

価しなければ結果の公平性や信懸性を欠 く恐れがある｡

今回の解析では新たな指標 としてκ指標を導入した｡

これは判定の一致の程度を示す指標の一つであ り,偶 然

の一致以上に結果が一致しているか どうかを判定するの

に有用である｡Landisら によると0≦ κ≦0.2は ごく軽

度の一致,0.2≦ κ≦O.4は 軽度の一致,0.4≦ κ≦0.6は

中等度の一致,0.6≦ κ≦O,8は 高度の一致,κ>0.8は

ほぼ完全な一致とされる11)｡κ指数を用いることにより,

差異の原因は別として,感 度 ・特異度の数値からは一見

してわか りにくい全体の差異が明瞭になったと思われ

る｡

検査精度改善のための活動の一環として,INHお よび

RFPに ついて結果の不一致が多 く認められた施設につい

て現地で担当者と原因を検討したところ,一 つの原因と

して菌液調製の段階での問題が考えられたことを報告し

た8)｡これはすべての菌株の発育速度が同一でないため,

全菌株について同一の培養時間では十分に増殖 していな
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い菌株があ り,菌 液の濃度が不十分であったにもかかわ

らずこれがそのまま接種 されて判定されていたもので,

100倍 希釈発育コントロールに十分な発育が見られない

というものであった｡こ の点について現地で改善を検討

した2施 設については今回著明な改善を認めてお り,

Paneltestingに基づ く精度改善活動の有用性を示 してい

るものと考える｡

薬剤感受性試験を含む抗酸菌検査の精度保証について

は,世 界的にその重要性が認識されてお り,特 に外部か

らの精度評価による検査精度の確保が進められている｡

米国では既に1992年 にCentersforMedicare&Medicaid

Services(CMS)がClinicalLaboratoryImprovementAmend-

ments(CLIA)に 基づいていくつかの組織(実 施機関)を

認証し,そ れらの組織が実施する精度保証プログラムに

参加することを義務づけている12)｡プログラムの内容は

各検査施設の実施検査内容によって異なるが,抗 酸菌検

査に関しては年に2回 実施され,内 部精度管理内容から

Paneltesting(塗抹 ・同定 ・感受性),管 理者の資格に至

るまで細かに調査される｡検 査施設はこのプログラムに

合格することにより認証を受けることができ,こ の認証

は2年 ごとに更新の必要がある｡世 界的にはWHO主 導

で抗酸菌塗抹検査の外部精度評価(検 体の再検査 ・Panel

testing・訓練)が 推進 されてお り韮3♪,ベトナム,フ ィリ

ピン.モ ンゴル等90%以 上の施設に検体の再検査によ

る外部精度評価を実施 している国もある｡こ のように現

在外部精度評価は途上国においてす ら重要なキーワー ド

であ り,今 後は塗抹検査だけでなく培養にも拡充される

予定である｡薬 剤感受性試験の外部精度評価だけではな

く,今 後は日本においても塗抹 ・培養 ・同定 ・核酸増幅

法に関連 した外部精度評価を実施していく必要がある｡
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EXTERNAL QUALITY ASSESSMENT OF DRUG SUSCEPTIBILITY TESTING 

           FOR MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

                     Satoshi MITARAI 

The Committee for Mycobacterial Examinations, The Japanese Society for Tuberculosis

Abstract [Objective] The Committee for Mycobacterial 

Examinations has planned and implemented the third external 

quality assessment of drug susceptibility testing for Mycobac-
terium tuberculosis to the hospital and private laboratories. 

 [Method] The Committee delivered 20 M. tuberculosis 
strains, exactly pairs of 10 strains, which were evaluated and 

standardized for the drug resistance pattern in the  WHO/ 

IUATLD supra-national laboratory network (SRLN). The 

agreement of the majority of SRLN laboratories was consid-

ered as the gold standard of susceptibility result for each strain 

tested. Each laboratory performed the drug susceptibility 
testing (DST) with its own routine method. The sensitivity 

to detect  drug resistance, the specificity for susceptible strain, 

the efficiency of overall agreement, the reproducibility for 

each pair, and kappa coefficient were calculated to evaluate 

their performance. DST was performed for isoniazid (INH), 

rifampicin (RFP), streptomycin (SM) and ethambutol (EB). 

 [Results] A total of 48 results has been collected. The 
overall sensitivity, specificity, efficiency, reproducibility and 
kappa coefficient for each anti-tuberculosis drug tested were 

as follows respectively ;  100%,  99.0%  (62.5-100),  99.6% 

(85.0-100),  99.6% (90-100) and 0.991 for  INH ;  97.7% 

(83.3-100), 100%, 98.6% (90-100), 99.0% (90-100) and 
0.972 for RFP ; 87.5% (66.7-100), 99.0% (87.5-100), 

 92.1% (80-100),  97.5% (70-100) and 0.84 for  SM  ;  99.5% 

(75.0-100), 97.9% (75.0-100), 98.5% (85.0-100), 97.9% 

(70-100) and 0.97 for EB. Regarding private laboratories, all 
indicators showed 100% for INH but 2 hospital laboratories 

showed less than 90% in sensitivity. As for RFP, one private 

laboratory  (4.3  %) and 3 hospital laboratories showed less 

than 90% in sensitivity. The major difference between private 

and hospital laboratories was seen in EB. One hospital labora-

tory  (4.0%) showed less than  90% in sensitivity and three 

 (12.0%) showed less than  90% in specificity, compared to 
none in private laboratories. Additionally, six hospital labora-

tories  (24.0%) showed less than  90% in reproducibility. As 

for quality improvement, two private laboratories that showed 

poor performance in 2003 have improved their quality up to 
 100% in 2004. 

 [Discussion] The overall efficiency by private and hospital 
laboratories satisfied WHO criteria. However, it diverged in 

each category of laboratories and hospital laboratories tended 

to show poor performance compared to the private ones. 

The reason for the difference was not clear, but the routine 

workload, allocated time and cost for the panel testing might 

contribute to it. The sensitivity of SM was relatively low 

compared to the other drugs as it was observed in 2003. 
It was mainly due to two strains to which the participating 

laboratories showed poor agreement to the gold standard. 

The difference of critical drug concentration for SM in 

 LOwenstein-Jensen and in  1% Ogawa medium might contrib-

ute to the discrepancies. As for quality improvement, two 

private laboratories with poor performance in 2003 have 
shown marked improvement after on-site evaluation. The 
results indicated the usefulness of external quality assessment 

for the maintenance and improvement of the quality of the 

test. 
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